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Methodes et compositions pour le traitement 
de pathologies degeneratives oculaires 

La presente invention concerne le domaine de la biologie, de la genetique et de 
5 la medecine. Elle concerne notamment de nouvelles methodes pour la 
detection, la caracterisation et/ou le traitement (ou la prise en charge) de 
pathologies neurodegeneratives. Ulnvention concerne egalement des methodes 
pour ['identification ou le criblage de composes actifs dans ces pathologies. 
L'invention concerne egalement les composes, genes, cellules, plasmides ou 
10 compositions utiles pour la mise en ceuvre des methodes ci-dessus. L'invention 
decoule notamment de Tidentification du role de la phosphodiesterase 4B et du 
recepteur peripherique aux benzodiazepines dans les pathologies 
degeneratives et decrit leur utilisation comme cible ou marqueur therapeutique, 
diagnostique ou experimental de ces desordres. 

15 

De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant £ 
une composante ou un stade lie au phenomene d'apoptose ou mort cellulaire 
programmee. On peut citer aussi bien les pathologies neurodegeneratives du 
systeme nerveux central (par exemple TALS, la maladie de Parkinson ou la 

20 maladie d'Alzheimer), que les maladies degeneratives peripheriques, 
notamment oculaires. Ces pathologies disposent actuellement de traitements 
symptomatiques, notamment de traitement des phenomenes inflammatoires 
associes, mais pas de traitement des causes reelles de ces desordres, en 
raison notamment de la complexite des mecanismes et voies metaboliques 

25 impliques, et de la diversity des facteurs causatifs. 

La demande de brevet Internationale n° PCT/FR02/02861 deposee par la 
demanderesse decrit de nouvelles cibles moleculaires de la neurotoxicite, ainsi 
que de nouvelles approches therapeutiques pour le traitement des pathologies 
30 neurodegeneratives. Ces approches sont basees sur une modulation de 
I'activite ou de Texpression d'une phosphodiesterase de type 4. 
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,hL T demande COn ° erne maln,enant de «»«*. Was 
tharapeufques de maladies degenerates oculairaa. Ces s^eote™ 
**aas sur una ,nod uteaon d . une ou p|usfeure ^ ^ ^ 

> progress™ da rexcKotoxfclte a, da rapoptose dana tes ca| lu .aa narva ^ « 
sont particulierament pertinentes dans te« m =, „■ ner "*uses, at 

ooulalres. maladies neurodegeneratives 

Plus partteulierement, un repertoire des alterations d'epissages dans la oerveau 
.an-maux ntodeles da I'ALS ages de 60 jou. a m etfectuee par 

7ZZrZ s T ,a technique DATAS (dtofte dans ia 

IlTe da Z 3 00n ** * Partir eX,rate «»*—«- 
ae cerveau et de moelle ep,n,ere. sans isolament prealabla des neurones afin 

da prendre en co mp ,e un maxin™ d'evenentente d'epissages a,,enZ^ s au 
daveloppemen, de ,a pathotogie. La repertoire ains, p ro dui» contient plus d^OO 
saquences distinctes, impliquant des actaure clefs H„ Z 
d'excitotnvWhS .oi„ . acteurs clefs du phenomena 

splt^al ^ PO ' aSSiqUeS 6t 16 La 

spacfflcte des sequences qui constituent ce *pertoire as, attestee par ,a fait 

que la m en,e analyse d W eran«e,la qua„,a«va de fission gene«que relle 
sur des animaux ages de 90 joure about,', a un rapertoire different IT , 
amenta temmen , |es ^ ^ « 

r==~n^ 

d .soler des fragments d'ADNc derives de I'ARNm . ^ . 
et d e p RAYl , . oenves delARNmde la phosphodiesterase 4B 
et de PRAX-1. La presente demande demontre ainsi Implication la 
Phosphodiesterase 4B et de PRAX 1 H ane , , " m P" cat '°n de la 
d'axcitotox.citee.de.ortnalrT • - Processus 




Les resultats obtenus montrent plus precisement une expression plus 
prononcee de PDE4B dans les tissus nerveux pathologiques, liee a une 
modification structural de TARN correspondant, notamment a la deletion d'une 
region dans la partie 3' non-codante. Ce resultat est tout a fait compatible avec 

5 la presence de sequences de destabilisation des ARNm dans la sequence 
identifiee par DATAS. Leur deletion de I'ARNm de la PDE4B, par epissage ou 
par utilisation de sequences de polyadenylation alternatives, peut aboutir a une 
stabilisation, done a une augmentation de I'expression de la partie codante de 
cet ARN. Cet evenement se produit specifiquement dans le cerveau des sujets 

10 pathologiques et non dans les sujets controles. 

L'identification d'un fragment derive de PRAX-1 (ou PBR-IP pour « peripheral 
benzodiazepine receptor interacting protein ») demontre par ailleurs I'implication 
de cette proteine dans le developpement des processus d'excitotoxicite et de 
15 mort neuronale. Prax-1 interagit avec le recepteur peripherique aux 
benzodiazepines (PBR), qui participe a la regulation de I'ouverture du pore 
mitochondrial de transition, ouverture qui caracterise I'execution de I'apoptose. 
Par consequent I'invention suggere que Prax-1 regule I'implicatfon du PBR dans 
les phenomenes de morts cellulaires tels la mort neuronale. 

20 

La presente invention decrit done deux evenements moleculaires originaux qui 
aboutissent a une alteration de I'expression de I'ARNm de la Prax-1 et de la 
PDE4 dans le cerveau de sujets pathologiques, et qui sont correles dans le 
temps avec le phenomene d'excitotoxicite et/ou de mort neuronale. Ces voies 

25 de signalisation, notamment celle representee par Prax-1 et le PBR, constituent 
une cible therapeutique nouvelle et importante dans le developpement de 
therapeutiques des pathologies neurodegeneratives, utilisables notamment a 
des phases precoces de leur developpement, et s'adressant aux veritables 
bases moleculaires de la pathologie et non aux symptdmes ou composantes 

30 inflammatoires associees. 
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La poss«e d . affecter Pune ou de s(mu(ta 

oNues condui.it ainsi a des dements particuiieremen, offloads 1 



Un premter aspect de Invention ooncerne done .-utilisation d'un ligand du PBR 
=togies neu^ne.Uve, nota mm en, des patboiogies d , gen ^ 

d J e n i a7np? PeCt ^ l ' inVen "'° n "** daTO ruai ^° n d '«" «W inhibiteur 
de a PDE4 ^ „ prtparafcn d . une oom ^ P* ^bteur 

fragment des matadies degenerates ocu.aj re s. 

De maniere praferee, le compose Inhibiteur de la PDE4 est en ™*» ,■ 

d'un recepteur pe„pne rique aux benzodiazepines dTSs lZ 

en e„et dagi, avantageuseraent sur d eux ^ JSSS^ST 

pJSSi^T U " Pavement 

^rr^r:r u :e^ E ;:rr - 

n^ ri «K^„- 4 et 1 autre un ''9 ar >d d'un receDteur 

=:rzrr.:r: i — — - - — £ 

Dans un autre mode de realisation, le compose est un acide nucleiou. *nf 
capa b ,e d'in hib er ,a transcription du g ene de ia PO^T^TZl 
traduction du messager correspondant. ' '* 




Uinvention est particulierement adaptee au traitement des degenerescences de 
la retine et notamment au traitement de la retinite pigmentaire, de la 
degenerescence maculaire, du glaucome ou des retinopathies. 

5 Uinvention permet egalement !e developpement de tests, kits ou precedes de 
detection, depistage ou diagnostic in vitro de ces pathologies, bases sur une 
determination de la presence d'une deregulation ou d'une alteration dans un 
gene, un messager ou une proteine PDE4 ou PRAX-1 , chez un sujet. 
Uinvention fournit egalement des outils pour la mise en oeuvre de tels tests, 

10 notamment des sondes, amorces, cellules, reactifs, etc. 

Uinvention fournit Egalement des tests ou precedes pour cribler des molecules 
candidates pour le traitement des maladies degeneratives, comprenant la 
determination de la capacite des molecules a lier le recepteur PBR, Prax-1 et/ou 
15 PDE4. 

Un autre objet de I'invention concerne une composition pharmaceutique 
comprenant un compose de la famille des pyrazolopyridines et un excipient 
acceptable sur le plan pharmaceutique et adapte a une administration intra- 
20 oculaire. De preference, le compose est tel que defini ci-apres, notamment 
Tetazolate. La composition est typiquement sous forme d'un collyre, gel, 
gouttes, etc. 

Therapie 

25 

La presente invention concerne done, de maniere generate, Tutilisation 
d'inhibiteurs de PDE4 et/ou de Hgands de PBR pour le traitement de maladies 
degeneratives oculaires. 

30 Utilisation d'inhibiteurs de PDE et avantageusement de PDE4 n'a jamais ete 
envisagee pour ameliorer la viabilite neuronale peripherique et plus 
particulierement leur protection contre Pexcitotoxicite. Les inhibiteurs de PDE4, 
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developpas pour inhiber les phenomenes inflammatoires, ont ete suggeres 
comma potentiellement u«.es dans des pathologies neurodag^Ves 
centrales comma ,a maladia d'Alzheimer. Catta suggastion s'appule sur te 
.volon,e_de_reduire-les- inflammatfons-qul-sont-obsarvaea *rMlWHr 



• oou. das processus naumdaganeratifs a. nullamant sur un rationnal visant a 
,nh,bar d,rac,aman, ,a mod neumnale. En ouma, cette SU g ge s«on ne concerna 
nullement les maladies pSripheriques, notamment oculaires. 

La prasema Invsnflon montre .'existence d'evenements d'epissags ou da sfes 
da polyadenytation alternate affectant les genes de la PDE4 at da Prax 1 
assocfcs au devetoppamen, de .'excftotoxicita neuronala, a, tbumit is base 
molecular qui justifie .'utilisation d'inhiblteurs de PDE4 et/ou da Uganda du 
7 r ' e traitement des "»**• daganarativas ocu.aires at p.us 
genara eman, pour ameliorer ,a viabilite neunonala lors des phenomenes 
d exc„o,ox,c„e. en partioutier des les phases prices da cas pathologies. 

Un obje, de rinvantton reside done dans .Nation d'un compose inhibitaur de 
h * 0U d ' U " "<> and de ™ PO"r la preparation d'une composition 

phamtaceubque destinee au traitement des maladies dagana ra tives ocu.ai re s. 

De maniere prefab, .e compose inhibiteur de ,a PDE4 est en outre un ligand 
d un re cap,eur panph, ri que aux banzodlazapines. De tela composes panne" an, 
en effet dag,r avantageusement sur deux voies metabotiques impliqu^es dans 
les maladies ddgeneratives. 

Dans un autta mode de misa an cau^. on utilise, an combinaison, daux 
composes, I un etan, un inhibiteur de la PDE4 a, .autre un ligand d'un raceptaur 
penphenque aux benzodiazepines. L'utilisation combinae peu, aire simultanea 
separee ou espacee dans le temps. 

Un T 8 obje, da .Invention reside dans une methode de traiteman, d'une 
patholog,e degana ra ,ive ocu,a. re . comprenan, Tadminisbation a un suja, d'un 




compose inhibiteur de PDE4 et/ou ligand d'un PBR, de preference un compose 
inhibiteur de PDE4 et ligand d'un PBR. 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode pour augmenter la survie 
5 des neurones chez des patients atteints de maladie degenerative oculaire, 
comprenant I'administration a un sujet d'un compose tel que defini ci-avant. 

Un autre objet de 1'invention reside dans ('utilisation d'un compose tel que defini 
ci-avant pour inhiber ou reduire rexcitotoxicite neuronale lors des maladies 
10 degeneratives oculaires. 

Un autre aspect de 1'invention concerne I'utilisation d'au moins un compose 
inhibiteur de PDE4 appartenant a la famille des pyrazolopyridines, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a augmenter la survie 
15 neuronale chez les patients atteints de maladies degeneratives oculaires, 

Dans le contexte de I'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
la souffrance, amelioration de la duree de vie, ralentissement de la progression 
20 de la maladie, amelioration de la survie des neurones, protection des neurones 
contre rexcitotoxicite ou I'apoptose, etc.), etc. Le traitement peut en outre etre 
realise en combinaison avec d'autres agents ou traitements, notamment 
adressant les evenements tardifs de la pathologie, tels que des inhibiteurs de 
caspases ou autres composes actifs. 

25 

Le terme compose inhibiteur de PDE4 designe tout compose capable d'inhiber 
Texpression ou l'activite de la PDE4, notamment la PDE4B, c'est-a-dire en 
particulier tout compose inhibant la transcription du gene, la maturation des 
ARNs, la traduction de I'ARNm, la modification post-traductionnelle de la 
30 proteine, l'activite enzymatique de la proteine, son interaction avec un substrat, 
etc. II peut s'agir d'un compose inhibant la modification de TARN, notamment la 
deletion d'une partie de la region 3' non-codante. 
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Dans un mode de realisation particulier, le compose est un acide nucleique anti- 
sens, capable d'inhiber la transcription du gene de la PDE4B ou de PRAX-1, ou 
—la -traduction-du-messager correspondantr-b'acide nudeique-a^-Ws-'Pe-Qf 
comprendre tout ou partie de la sequence du gene de la PDE4B ou de PRAX-1 , 
d'un fragment de celle-ci, du messager de la PDE4B ou de PRAX-1, ou d'une 
sequence complementaire a celles-ci. L'antisens peut notamment comprendre 
une region complementaire de la sequence comprise entre les residus 218-2383 
de SEQ ID NO :1 ou 766-2460 de SEQ ID NO :3, et inhiber (ou reduire) sa 
traduction en proteine. L'antisens peut etre un ADN, un ARN, un ribozyme, etc 
H peut etre simpie-brin ou double-brin. II peut egalement s'agir d'un ARN code 
par un gene antisens. S'agissant d'un oligonucleotide antisens, il comprend 
typiquement moins de 100 bases, par exemple de I'ordre de 10 a 50 bases Cet 
oligonucleotide peut etre modifie pour ameliorer sa stability sa resistance aux 
nucleases, sa penetration cellulaire, etc. 

Selon un autre mode de realisation, le compose est un peptide, par exemple 
comprenant une region de la proteine PDE4 (notamment PDE4B) et capable 
d'antagoniser son activite. 

Selon un autre mode de realisation, le compose est un compose chimique 
d'origine naturelle ou synthetique, notamment une molecule organique ou 
•norganique. d'origine vegetate, bacterienne, virale, animate, eucaryote 
synthetique ou semi-synthetique, capable de moduler ('expression ou I'activite 
de la PDE4B, et/ou de Iter un recepteur PBR. 

Dans une variante preferee, on utilise un compose de la famille des 
pyrazolopyridines, parmi lesquels figure notamment I'etazolate. Ceux-ci sont en 
effet capables de lier le PBR et d'inhiber les PDE4. 

Les composes de la famille des pyrazolopyridines sont en particulier choisis 
parmi les composes suivants : 
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- L'etazolate de formule suivante : 




o 



I'etazolate constituant un mode de mise en oeuvre prefere de I'invention, 

- Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique (tracazolate), 

- Ester ethylique de I'acide 4-butyiamino-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-/?]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 1 -(4-amino-pyrazoIo[3,4Hb]pyridin-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-(N f -isopropylidene-hydrazino)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

- 4-amino-6-methyM-n-pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine 

- Ester ethylique de I'acide 4-Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique (desbutyl tracacolate), 

- 4-amino-1-pentyI-l H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-methylamino-1f/-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-propyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyI-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyI-1H-pyrazoio[3,4--ib]pyridine- 
5-carboxylique, 

- 5-(4-amino-pyrazolo[3^-b]pyridin-1^^^ 
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^ '' aCide 1 " IW - 4 - m,no *»WPy-o-o [ 3,4- i ,,p yrid ,n^ S . 
^acide4-amino-6- m emyl-1-p e ntyl- W p y razolo [ 3,4-6]p yri din^*oxy.i q ue 

^ '' a0ide ^^-^-^yra^o^t,^^. 

-^mino-l-bW-S^nyl-IH-pyrazolop^lpyridine-S-allylamide, 

-^amino-l-pentyHH-pyrazotop^i-Jpyridine^-isopropyiamlda, 

-4.amino.1.pen t y|. N .n. prop y I .iH.pyra 2 olo-[3,4-b]py ridine -5K : a ri5 oxamide, 

-4-amino-1-pentyl-Wpy raZ olo[3,4-6] P yridine-5- pro p-2-y n y lam id e 

«!S" e de Pa ° ide 4 - ami ~- 1 -P«^-1»-Pyrazo l o[3,4.b]p y n d ine.5- 
-^amino-l-penw-w-pyrazolop^-blpyridine-s-butylamide, 



ine- 




- ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazoto[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

-^amino-e-methyl-l-pentyl-IH-pyrazolop^-iblpyridine-S-allylarnide, 

5 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyndine- 
5-carboxyIique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -(3-methyl-butyl)-1 H-pyrazolo[3,4- 
10 jb]pyridine-5-carboxylique, 

- ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

15 - 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/3]pyridine-5-butylamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

20 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolotS^-^pyridine-S-cyclopropylamide, 

- ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxamate, 

- ester prop-2-ynylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 W-pyrazolo[3,4- 
25 b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
d]pyridine-5-carboxylique, 

30 - ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-enyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

-4-amino-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-propylamide, 
35 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolotS^-blpyridine-S-cyclopropylmethyl-amlde, 

- ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

40 - 4-Amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b3pyridine-5-allylamide (ICI 1 90,622), 

- 4-amino-1 -pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

45 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-but-2-ynylamide, 
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-4-a mi no-1-pen,-3-yn y ,- W p^^^ 

-^butylamlno-l-pentyl-IH-pyrazotop^Jpyridine-S-allylamide, 

CS£K££S5? ^-^^^ethyMH-py^o^,^ 

-4-amino-1- pe ntyHW-pyra2olo[3.4-6]p yr idi ne -5-benzylamide, 
-^amino-l-pertyHH-pyrazolop.^Jpyridine-S-phenylamkJe, 

-4-A2ido-1-p-D-rtbofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 

^bTamlde^^ 

-^ 4 - am ™-Py^l°[3.4-^ 

-a-fe-methyMH-pyrazoiop.^pyrtdln^ylaminoHthanol, 



- 3-(6-methyI-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyriclin-4-ylamino)-propan-1-o!, 

- ester propylique de I'acide 3~(6-methyl-1H-pyrazoIo[3,4-ib]pyridin-4--ylamino)- 
acetique, 

5 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-ylamino)- 
propionique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H--pyrazo[o[3,4-ib]pyridin-4-y[amino)- 
10 pentanoique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)- 
benzoique, 

is - ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoTque, 

- /V-benzylidene-A/XS-methyM -phenyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-/>]pyridin-4-yl)-hydrazine f 

20 - A/-furan-2-ylmethyIene-A/ f -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yI)- 
hydrazine, 

- A/ : (4-fluoro-benzyIidene)-A/ , -(3-methyM -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)- • 
hydrazine, 

25 

- A/^S-furan^-yl-allylideneJ-^S-methyl-l -phenyl-1 H-pyrazo!o[3,4-b]pyridin-4- ^; 
yi)-hydrazine, . |T 

- A/^-methoxy-benzylideneJ-ZV^S-methyl-l -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4- 
30 yl)-hydrazine, 

- 4-[(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

35 - /V-benzo[1 ,3]dioxol-5-yImethylene-A^(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

- A/-(3-methyM -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-A/ T -(4-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

40 

- W-(3-methyI-1 -phenyl-1 H-pyrazoIo[3,4-6]pyridin-4-yl)-A/ , -(2-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-A/ , -(4-trifIuoromethyl- 
45 benzylidene)-hydrazine, 

- /V-(3-methyM -phenyl-1 H-pyrazolop^-blpyridin^-yO-AT-CS-nitro-furan^- 
ylmethylene)-hydrazine, 
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L'invention revele que ces composes presenter* I'interet inegale de pouvoir 
interferer avec deux evenements moleculaires impliques dans la regulation de la 
vie celluiaire. lis maintiennent d'une part la concentration d'AMPc intracellulaire 
a un niveau qui previent I'activation des cascades apoptotiques de mort 
5 celluiaire, et d'autre part interferent avec I'execution proprement dite de 
I'apoptose en inhibant I'ouverture du pore de transition mitochondrial. 

Une autre propriete de ces composes est d'inhiber preferentiellement, parmi les 
phosphodiesterases, les phosphodiesterases cAMP dependantes, c'est-a-dire 

10 qui hydrolysent le cAMP intracellulaire. Par consequent, ces composes 
n'affectent pas la concentration de cGMP. Augmenter la concentration est 
avantageux lorsqu'on veut maintenir la viabilite de neurones tels que les 
motoneurones. En revanche, les cellules de la retine, comme les batonnets, 
souffrent d'un exces de cGMP, I'augmentation de cAMP etant moins critique. 

15 Par consequent, les pyrazolopyridines sont particulierement adaptees au 
traitement des degenerescence de la retine, qui sont les caracteristiques de la 
retinite pigmentaire, de la degenerescence maculaire, notamment liee a Page, 
du glaucome et des retinopathies, notamment diabetiques. 

20 La presente invention propose done, pour la premiere fois, la PDE4 et PBR 
comme cibles therapeutiques, de preference combinees, pour le traitement des 
evenements moleculaires associes a I'excitotoxicite, notamment dans les 
maladies degeneratives oculaires. Selon des modes de mise en oeuvre 
particuliers, l'invention peut etre utilisee pour inhiber ou reduire I'excitotoxicite 

25 neuronale en phase precoce de ces maladies. Elle est applicable notamment au 
traitement du glaucome, de la degenerescence maculaire, des retinopathies et 
de la retinite pigmentaire. 

Les composes peuvent etre formules et administres de differentes fagons. 
30 L'administration peut etre realisee par toute methode connue de I'homme du 
metier, de preference par voie orale ou par injection, systemique ou locale. 
L'injection est typiquement realisee par voie intra-oculaire, intra-peritoneale, 
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intra-cerebrale, intra-veineuse, intra-arteriellP ™, • * 

• . • , A . aneneiie ou mtra-musculaire 

Ladmostrabon par vole ora|e , syst . mique ou «~ 

doses adminlstnees peuven, e.re adapts par n»» de Tart U, "men, 
de nature cb,mi q ue. „ est entendu que deg 

rtateees, eventuellemen, en comb lna ison avec d'autres agents ac U ,s ou 2 
ve ,cu,e acceptable sur ,e p,an pharmaceutic (ex.. tampons, so.u«o„s ^ 
isoton,que. en presence d'agents stabilisanfe, etc.). ^nssaHne. 

Unvenbon est utilisabie ohez les mamm,feres, notammen, chez Tetre bumain 
Les resutets ^ dans ^ exemptes j||ustrent d , nhibft ^; e 



Detection. Diagnostic ^ t denistarp 

Un autre obje, de .'invention reside dans une methode de detecbon d'une 

mesure ,n vrtro expression de Prax-1 etfou de la POE4 dans un echantillon 
provenant du sujet La n^tbode comp ren d avantageusemen, une ^ de 
I expression differenbelle de .a region y non-codante du gSne PDE4B 2 du 
reste du gene, notamment de la partie codante. 

Un autre obje, de ^invention reside done dans une methode de detection d'une 

defocbon de la presence d'une forme mutee de I'ARN de Prax-1 ebbu de ,a 
Pbospbodlesterase 4, no te mmen, de „ pbospbodieste.se 4B Z un 
ecban„l,on provenant du sujet en panicu.ier d'une forme dele.ee de tout ou 
partie de la region 3' non-codante. 

Un autre objet de r(nventIon r&He 

comp re „ a n, tou, ou partie d'une sconce derivee du g,ne ou delT RN 




messager de Prax-1 ou de la PDE4B pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic ou de detection d'une situation de stress neuronal et plus 
particulierement la situation d'excitotoxicite. 

5 ^invention reside, generalement, dans I'utilisation d'un acide nucleique 
complementaire de tout ou partie du gene ou du messager de Prax-1 et/ou de la 
PDE4B, pour la detection d'evenements pathologiques de type excitotoxicite, 
stress ou mort neuronale, etc. Plus generalement, I'invention repose sur une 
methode de diagnostic, depistage, caracterisation ou suivi d'une pathologie 

10 degenerative oculaire, comprenant la mise en evidence d'une alteration dans le 
gene PDE4 et/ou Prax-1 , ou dans TARN correspondant. 

L'expression de PRAX-1 et/ou de la PDE4, ou le differentiel d'expression, ou la 
presence d'une forme alteree peuvent etre determines par des techniques 

15 conventionnelles de biologie moleculaire, comme par exemple par sequengage, ; 
hybridation, amplification, RT-PCR, migration sur gel, etc. L'invention est ■ 
applicable au diagnostic ou la detection de differentes pathologies impliquant les 
phenomenes d' excitotoxicite, telles que les maladies degeneratives oculaires # 
(retinopathies, glaucome, degenerescence maculaire, etc.). Elle peut etre , >y 

20 utilisee pour la detection precoce, la mise en evidence d'une predisposition, le 
choix et I'adaptation d'un traitement, le suivi de revolution de la pathologie, etc. 

Pour la mise en oeuvre des methodes genetiques de diagnostic ou de detection 
selon I'invention, on utilise plus particulierement des acides nucleiques capables 

25 de mettre en evidence une forme deletee de TARNm de Prax-1 ou de la la 
PDE4B, notamment une forme depourvue de tout ou partie de la region 3' non 
codante de la PDE4B. A titre d'exemple specifique, on utilise un acide nucleique 
complementaire de tout ou partie de la region comprise entre les residus 2760 a 
2869 de la sequence SEQ ID NO:1, ou des residus correspondents de la 

30 sequence du gene ou de TARNm de la PDE4B humaine. La sequence de 
TADNc codant la PDE4B humaine et de la proteine correspondante sont 
representees dans les sequences SEQ ID NO : 3 et 4 (voir egalement Genbank, 
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n- N M _002600). La region 3' non-codante de I'ARN ou du gene PDE4B humain 
correspond aux residus 2461 a 4068 de SEQ ID NO :3. 

Avantageusement.-tacide nudeique-u„,ise-(comme-sonde) w^snr 



„ M . . v v " ,v,v '/ ^wm^icnu TOUT OU 

parte de Ja sequence cedent ,a region 3' non-codante du gene ou de I'ARN de 
ta PDE4B comprise entre les nucleotides 2384 et 2869 de la sequence SEQ ID 
NO :1 ou entre lea nucleotides 2461 et 4068 de la sequenoe SEQ ID NO -3 ou 
une sequence complementafre de celles-ci. 

Seion des modes partners de mise en ceuvre, .'Invention utiiise un acide 
nucle,que complemented d'une region comprise dans une sequence sulvante • 

- residus 2384 a 2869 de SEQ ID n° 1 

- residus 2500 a 2869 de SEQ ID n° 1 

- residus 2760 a 2869 de SEQ ID n° 1 

- residus 2780 a 2850 de SEQ ID n° 1 

- residus 2790 a 281 0 de SEQ ID n° 1 

- residus 2600 a 4040 de SEQ ID n° 3 

- residus 3000 a 4040 de SEQ ID n° 3 

- residus 3500 a 4040 de SEQ ID n° 3 

- residus 3900 a 4040 de SEQ ID n° 3. 

Seion un autre mode particuiier. on u«,ise un acide nucieique complement 
de ,a sequence de ,a region de I'ARN de PDE4 resuKan, de .a de,e«on de tout 
ou parte de la parte 3' non codante. Elimination d'un domaine oree en effet de 
nouvei.es junctions dans ,a sequenoe, qui son, speoifiques de la forme deletes 
a, peuvent etre utliiaees pour mettre en evidence ,a presence d'une teila forme 
dans un echantillon. 



La compiementarite entre ia sonde e, ,a sequence oib,e as,, de preference 
pa-fate pour assurer une mailieure specificite d'hybridation. Toutefois il asi 
entendu que oartains mesappariements peuvent elre toleres. L'acide nuoleique 
utAse pour .a mise en ceuvre des methodes oi-dessus peu, etre un ADN ou un 




ARN, de preference un ADN d'origine synthetique. II comporte de preference de 
10 a 500 bases, typiquement de 10 a 100 bases. II est entendu qu'un acide 
nucleique plus long peut etre utilise, si desire, bien que cela ne soit pas prefere. 
L'acide nucleique est avantageusement un ADN simple brin, de 10 a 500 bases, 
5 complementaire d'une region au moins de la sequence 3'-non codante de la 
PDE4B. Uacide nucleique peut etre marque, par exemple par voie radioactive, 
enzymatique, luminescente, fluorescente, chimique, etc. 

Une autre approche pour detecter la presence d'une alteration du gene PRAX-1 
10 ou PDE4 utilise une amorce ou un couple d'amorces nucleiques permettant une 
amplification selective d'une portion de TARN PRAX-1 ou PDE4, de preference 
comprenant une portion de la region 3' non codante de PDE4 ou codante de 
PRAX-1 . On utilise typiquement une amorce permettant Tamplification selective 
de la forme alteree de TARN de PRAX-1 ou de PDE4, notamment d'une amorce 
15 specifique de la jonction creee par I'elimination d'une partie de TARN par 
epissage. 

A cet egard, un objet de I'invention reside dans une amorce complementaire 
d'une partie de TARN de PRAX-1 , et permettant ('amplification d'une partie de 

20 cet ARN. L'amorce comporte avantageusement de 8 a 20 bases. Elle est 
preferentieilement composee d'un fragment de 8 a 20 residus consecutifs de la 
sequence donnee dans Genbank sous le n°AF039571, plus preferentieilement 
d'une partie au moins de la region couverte par les nucleotides 791 a 820 de 
cette sequence. Un autre objet de I'invention reside dans un couple d'amorce 

25 permettant I'ampliflcation specifique d'une partie au moins de TARN de Prax-1 , 
le dit couple comprenant au moins une amorce telle que definie ci-dessus. 

Pour la mise en oeuvre des methodes selon Tinvention, on met en contact in 
vitro un echantillon biologique d'un sujet, contenant un acide nucleique, avec un 
30 acide nucleique (sonde, amorce, etc.) tel que defini ci-dessus, et on detecte la 
formation d'un hybride ou d'un produit d'amplification. L'echantillon biologique 
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peut etre un echantillon de sang, de flufde, de cellule, de tissu, etc L'acide 
nucleique peut etre immobilise sur un support, de type verre, silice, nylon, etc. 

^e_pnocede_de-detection r .de^ 

part,r de differents types d'echantillons provenant d'un sujet, comme par 
exemple des biopsies de tissus, notamment de tissu nerveux. De maniere 
part.culierement surprenante et avantageuse, la presente invention montre par 
a.lleurs que la deregulation de I'expression de PDE4, correlee au phenomene 
d'excitotoxicite, peut etre mise en evidence directement dans le tissu 
musculaire. 

Un autre objet reside dans un kit pour I'analyse de I'expression de la PDE4 
et/ou de Prax-1, le kit comprenant une sonde nucleotidique specifique d'une 
partie de la sequence de I'ARNm de Prax-1 et/ou de la PDE4. 

Un autre objet reside dans un kit pour I'analyse de I'expression de Prax-1 
notamment de I'expression de femes alterees de Prax-1, le kit comprenant un 
couple d'amorces nucleotidiques permettant I'amplification specifique d'une 
partie au moins d'une region de I'ARNm d'un isoforme specifique de Prax-1. 

Methode s de selection et outils 

D'autres objets de Invention concernent des methodes de selection 
•dentification ou caracterisation de composes actifs sur les pathologies 
associees a I'excitotoxicite, ou au stress neurona., notamment sur les 
pathologies degenerates oculaires, comprenant la mise en contact de 
composes tests avec une cellule exprimant Prax-1 et/ou la PDE4B (notamment 
un variant depourvu de domaine 3' non-codant), et la mise en evidence des 
composes inhibant ('expression ou I'activite de cette proteine. 

Les methodes peuvent etre mises en ceuvre avec differences populations 
celluiaires, telles que des cellules primaires ou des lignees de cellules d'origine 




mammifere (humaine, murine, etc.). On utilise avantageusement des cellules qui 
n'expriment pas naturellement Prax-1 ou la PDE4B, transferees avec un acide 
nucleique codant le variant souhaite. De cette maniere, la selectivity de la 
methode est augmentee. On peut egatement utiliser des cellules eucaryotes 
inferieures (levure, etc.) ou des cellules procaryotes. 

Les methodes de criblage peuvent egalement etre realisees en systeme 
acellulaire, par mesure de la capacite de composes tests a lier prax-1 et/ou la 
PDE4B ou un variant ou fragment de celles-cL 

Un autre objet de invention concerne tout acide nucleique codant un 
polypeptide tel que defini ci-dessus, les vecteurs le contenant, cellules 
recombinantes, et utilisations. Les vecteurs peuvent etre des plasmides, 
phages, cosmides, virus, chromosomes artificiels, etc. Des vecteurs preferes 
sont par exemple des vecteurs plasmidiques, comme ceux derives de plasmides 
commerciaux (pUC, pcDNA, pBR, etc.). De tels vecteurs comportent 
avantageusement un gene de selection et/ou une origine de replication et/ou un 
promoteur transcriptionnel. D'autres vecteurs particuliers sont par exemples des 
virus ou des phages, notamment des virus recombinants defectifs pour la 
replication, tels que des virus derives de retrovirus, adenovirus, AAV, herpes- 
virus, baculovirus, etc. Les vecteurs peuvent etre utilises dans tout hote 
competent, comme par exemple des cellules prokaryotes ou eukaryotes. II peut 
s'agit de bacteries (par exemple E. coli) f levures (par exemple Saccharomyces 
ou Kluyveromyces), cellules vegetales, cellules d'insectes, cellules de 
mammiferes, notamment humaines, etc. II peut s'agir de lignees, cellules 
primaires, cultures mixtes, etc. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 
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<zi p :^T mavve de pde4b * —«-— * — 

~S M^~ Em ' 1 eUropro,eC,eur - de -'^zo,a,e -sur Ma-toxicKe-indcme V 
NMDA/sennesurles cellules granulaires du cervelet 

Figure 3: Effet neuroprotecteur de Isolate sur .a foxicite induite par le kainate 
sur les cellules granulaires du cervelet. 

NMDA/ EffSt neUr ° ProteCteur de 'folate sur ,a toxiclte Indulte par 
NMDA/senne sur les neurones corticaux. 

Figura 5: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxiclte induite par le kainate 
sur les neurones corticaux. Kainate 



EXEMPLES 



15 ^ m P' e U Manimsaflan f in rnri et de prp - 

meMc^H.^^^ E4 et de PBP rrmmr . ^ 

L^ana^e qualitative differentiate a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 

» SET ; r d '^ n * nS ^ ~ d ' ani ^ -—nTaux 
parents stades, sans .saleroom prealable des neurones afin de prendre en 
c mpte un maxirouro d'Sveneroents d'epissages akema,«s Z au 
developpement de la pathologie 

nte^r. „ peut sag|r en ^ 

jst" ,e,s que ,e ,hto ~ * — — ■« — nin 9 ;: 

ARN to taux au rooyen de solvents (phenol, chloroforone par example). De tetes 
methodas son, bien connues de rhomnte du metier (voir Mania.is e a 
Cho™ et a , ^ Biochem 162 (1987) ^ ^ ^ 

P^queas en utilisant des kKs dispones dans ,e commerce. A partir de Ts 
ARN fotaux, las ARN poty A+ eon, prepares selon des m ^ < J^~ 
connues de rhomm. de metier et proposes par des kits commerciaux 




Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription inverse a 
I'aide de reverse transcriptase. Avantageusement sont utilisees des reverse 
transcriptases depourvues d'activite RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN complementaire de tailles superieures a ceux obtenus 

5 avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
transcriptases sans activite RNase H sont disponibles commercialement. 
Pour chaque point de la cinetique de developpement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux controles 

10 syngeniques (C). 

Conform6ment a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
realisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifies selon les protocoles de la 
15 technique DATAS. . 
Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont \ 
liberees de ces heteroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme ; 
degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 4 . 
represented les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs.v 
20 homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe ou sur la sequence des ARN, aussi bien en 5', 3' ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
egalement des consequences de translocations ou de deletions. 
25 Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de Thomme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
30 et les introns specifiques de la situation saine ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
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Lexpress.on dTOrenttel|e des c|ones a ^ v . nm ^ hybndatjon a ^ 

sendee obtenues par reverse-transcnpbon a panir d'ARN messagers extraits 
des ^rentes sfcations ^ Us ctones hybrtdan( ^ 9 djftere 2 

o. D ,..ete tetanus pour-anaivse-ufteneure. Les sequences- identiit6es~p"ar'DA"rAS' ' 
5 correspondent a des introns ebou a des axons expdmees de f a5 on dLentiefe 
Pa ep,ssage errtre les actions pathoses at ,a si ,ua«on saine Cos 
evenements dosage pauven. etre spectfques d'une etape donnee^u 
developpement de ia pamologie ou caracterisbques de fetat sain 

> U comparaison de ces sequences avec .as banquas da donnees perme, de 
c assrfier ,es infom^ons obtenuea et de proposer one seieoflon raisonnTdes 
sequences seion .eur interet dlagnosfique ou therapeutique. 

La raaiisaflon de DATAS sur dea ARN d'animaux conb6.es et fransgeniques 
ages de 60 jours a pen* d'isoier un fragment d'ADNc denVe de TARNn, de " 
Phosphodieste.se 4B. Ce fragment correal a un foment d xo 
spec, rquemen, present dans ,es animaux controies et done apeciflquenj 
deiete dans lea animaux bansgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours Ce 
fragment recouvre iea nuclides 377 a 486 references a partir du codon atop 

GenBanb, n'AF 2 080 23) . Cebe sequence comprend 2912 bases, ,e fragme" 

est expnmee drfferenbellemen, entre tea animaux controles et (es animaux 
= ques du « de rutmsabon abernabVe d,n axon 3' non coda^ u du 
fa* de I ubl,sabon de deux sites de polyadenvlation altematifs. 

La realisation de DATAS sur Hpq ac?m w« « 

aoes da «n i„ maUX C ° nWles et "ansgeniques 

I arki h dd 3 69 ^ d ' iSO,8r U " d 'ADNc derive de 

™ cVT*" 1 r pbr - ,p (peripherai — 

prote.n). Ce fragment correspond a un fragment d'exon specifiquemen, present 
dans ies animaux controies a, done epecibquemem delete dans ,ea an^ 
transganiques pour SOD1G33A au stade 60 jours. Ce fragment es, bom" 



aux nucleotides 791 a 820 de la sequence humaine referencee dans GenBank 
sous le n°AF039571. Cette region est codante et est exprimee differentiellement 
entre les animaux contrdles et les animaux transgeniques, du fait d'un epissage 
alternatif. 

5 

Exemple 2 : Experiences de RT-PCR : Confirmation de I'expression 
differentielle : 

L'expression differentielle de la PDE4B dans une situation de stress neuronal, 
10 par rapport a une situation de reference, a ete verifiee par des experiences de 
RT PCR presentees sur la figure 1 . 

Ces experiences ont ete r6alis6es selon des techniques bien connues de 
rhomme de metier et ont permis de suivre les expressions de deux regions 
distinctes de I'ARNm de la PDE4B. Une de ces regions recouvre le codon, 
15 d'initiation de cet ARNm (PDE4B 5'), I'autre recouvre en partie le fragment • 
identifie selon la technique DATAS (PDE4B DATAS). Les localisations des v 
amorces de PCR utilisees sont indiquees sur la figure 1 . 

L'ARN PO correspond a un ARN ribosomal utilise comme controle internes- 
destine a verifier que la meme quantite d'ARN est utilisee pour chaque point 
20 experimental. Les analyses ont et§ realisees a partir d'ARN extraits d'animaux 
centrales (C) et transgeniques (T) ages de 30, 60 et 90 jours, c'est a dire avant 
Papparition des symptomes pathologiques. 

Les ARN totaux du cerveau des souris controle ou SOD1 G93A agees 30, 60 et 
90 jours sont transcrits en ADNc utilisant le protocole standard de Superscript™ 

25 (Invitrogen). Pour les PCR semi-quantitatives les produits de la reaction de 
reverse transcription sont dilues 10 fois. Les amorces specifiques du fragment 
DATAS correspondent pour le sens aux nucleotides 2526-2545 (5' GCC AGG 
CCG TGA AGC AAA TA 3' ; SEQ ID NO : 5), et pour I'anti-sens aux 2790-2807 
(5' TCA AAG ACG CGA AAA CAT 3'; SEQ ID. NO : 6) et pour le fragment plus 

30 en 3 prime les amorces correspondent pour le sens aux nucleotides 145-165 (5' 
CCG CGT CAG TGC CTT TGC TAT 3'; SEQ ID NO : 7), et pour I'anti-sens aux 
426-404 (5* CGC TGT CGG ATG CTT TTA TTC AC 3'; SEQ ID NO : 8). Comme 
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TCG CTT TCT GGA GGG TGT C 9 (SEQ .D NO : 9) et anti-sens : CCG CAG 
GGG CAG CAG TGG 3' (SEQ ID NO :10). 

^amplifications effeetuee-par-30-cycles de PeRsalvants": - 

5 - 30 secondes a 94°C 

- une minute a 57°C 

- 30 secondes a 72°C, suivi par un cycle de 2 minutes a 72°C 

Les different* pnoduits de PGR son, mis sur un ge, dagarose de 1.5 % 

.o diZ:r est rtpe,ee -* fois ave ° deux *— de — — 
0 L : r:i::~ r ta,s owenus 4 pa * d,ARN — - ~ 

Alors que la meme quantite d'ADNc es, amplifies a partir de I'ARN de PO dans 
.5 ous les echanU.lons. de variattons son, observees pour I'ARNm de ,a PDE4B ■ 
les variations les plus signifies son, de.eCees chez ,es anlmaux ages de 90 
jours : alors qu'une augmentation du niveau depression du fragment PDE4 5' 

dti„ , SerV ! e f 16 ° e,VeaU ^ animaUX *■»«**■"»•. "ne bes forte 
d.m.nuten de I expression de PDE4B (DATAS) est observee dans le cerveau 
20 desanimauxtransg^niques. >-erveau 
Ce resulta, etobli, une correlation entre la diminution de .'expression dun 

SZ' \T ^ ,,ARNm dS ' a PDE4B * ion de 

expressronde ,a partie 5' codame de ce meme messager. Ce resuila, es, ,ou, a 

M compabble avec ,a presence de sequences de des,abi,isa,ion des ARNm 

« dans ,a sequence idenfflee par DATAS e, demonbe ,a corre,a,ion entre 

I expression de PDE4B et le phenomena d'excitotoxicite. 

Exemple 3- .nhibLion de ,Wi,oto rl ^ n., h.. 
mhibiteurs de PDE4 ~~ 
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Pour cet exemple, des neurones granulaires du cervelet de rat ainsi que des 
neurones corticaux ont ete mis en culture selon les techniques connues de 
rhomme de metier. 

5 Culture primaire des cellules granulaires de cervelet : 

Les rats Wistar ages de sept jours sont decapites et leurs cervelets sont 
disseques. Apres avoir enleve les meninges, le tissu est coupe en petits 
morceaux et trypsinise pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules sont dissociees 
par trituration et mises en cultures a une densite 300.000 cellules par cm 2 dans 

io du milieu basal Eagle supplements avec 10% du serum de veau foetal et 2 mM 
glutamine. Le lendemain 10 pM ARA-C, un anti-mitotique, est ajoute pour 
empecher la proliferation des cellules gliales. Les cellules sont traitees le jour 9 
de cultures avec le compose inhibiteur etazolate, trois heures avant ['addition 
des toxiques, 50 pM kainate ou 100 pM N-methyl-D-aspartate en presence de 

15 10 pM D-serine. Le 8-bromo-cAMP est ajoute juste avant les toxiques. Tous les 
traitements sont effectues au minimum en double et dans au moins deux 
cultures differentes. Apres une incubation de six heures la toxicite est mesuree 
par un test MTT. Les resultats, normalises a la moyenne du non-traite, sont 
statistiquement analyses par le test de Wilcoxon, La valeur significative est 

20 determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

Cultures primaires des cellules corticales : 

Des embryons de rat Wistar, ages de 16 jours, sont preleves et les cortex sont 
disseques. Apres la trypsination a 37°C pendant 25 minutes, les cellules sont 

25 dissociees par trituration. Les cellules sont ensemencees dans du milieu 
essentiel minimum, supplements avec 10% de serum de cheval et 10% de 
serum de veau foetal et 2 mM glutamine, a une densite de 300.000 cellules par 
cm 2 . Apres 4 jours en culture la moitie du milieu est changee avec du milieu 
essentiel minimum supplements avec 5% de serum de cheval et 2 mM 

30 glutamine. Le meme jour, 10 pM de 5-fluoro-2-deoxyuridine, un anti-mitotique, 
est ajoute. Apres sept et onze jours de culture, la moitie du milieu est changee 
par du milieu conditionne. Le milieu conditionne est compose de MEM 
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contenant 5 % de serum de cheval et 2 mM glutamine ; ce milieu est passe sur 
un tapis d'astrocytes corticales pendant une nuit avant son utilisation. A jour 14 
les cellules sont traitees avec le compose inhibiteur etazolate, une heure avant 
-l-'addition-des 4oxique Sr -50- uM- kainate -ou -20-pM-N=methyl^D-asp-artate- en- 
presence de 10 MM D-serine. Tous les traitements sont effectues au minimum 
en double et dans au moins deux cultures differentes. Apres une incubation de 
s,x heures la toxicite est mesuree par un test MTT. Les resultats, normalises a la 
moyenne du non-traite, sont statistiquement analyses par le test de Wilcoxon 
La valeur significative est determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

MTT: 

La toxicite est mesuree en utilisant le test MTT. Apres I'incubation avec les 
composes, du MTT est ajoute a une concentration finale de 0.5 mg/ml par puits 
Les plaques sont ensuite incubees pendant 30 minutes a 37 °C dans le noir Le 
milieu est aspire et les cristaux sont resuspendus dans 500 pi de DMSO 
(dimethylsulfoxyde). L'absorbance a 550 nm est lue et le percentage de 
viabilite est calcule. 



Resultats • 



Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 2-5. Ces resultats illustrent 
I'effet protecteur des composes de Invention sur la survie neuronale. Lors du 
co-trartement des neurones par un inhibiteur de Invention, un effet protecteur 
dose-dependent est observe dans les deux modes deduction de I'excitotoxicite 
(NMDA/Serine et kainate). 

Les figures 2 et 3 presentent des resultats obtenus a I'aide de I'etazolate sur les 
cellules granulans du cervelet. Les resultats presentes montrent que I'etazolate 
permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 60% dans le cas du 
traitement NMDA/Ser, et de 57% dans le cas de la toxicite induite par le kainate 
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Les figures 4 et 5 presenters des r§sultats obtenus a I'aide de I'etazolate sur les 
neurones corticaux. Les resultats presentes montrent que I'etazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 33% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser, et de 25% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 

La presente invention documente done non seulement rimplication de la PDE4B 
et de PBR dans les mecanismes d'excitotoxicite, mais egalement la capacite 
d'inhibiteurs a preserver la viabilite neuronale lors de stress lies a rexcitotoxicite. 
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REVENDtCATinMQ 



1. Utilisation d-un compose inhibitor de .a PDE4 pour la preparation d'une 
- -composition^pharmaceutique - destinee-au-traitem.nt - "des ma.aaies~ 

degeneratives oculaires. 

2. Utilisation selon ia replication 1, caracterisee en ce que le compose est en 
outre un ligand d'un recepteur peripherique aux benzodiazepines. 

3 Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que ie compose 
est chois, parmi les composes de la famille des pyrazolopyridines. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en oe que le compose est 
I etazolate ou le tracazolate, de preference I'etazolate. 

5^ Utilisation selon ,a revendicatton 3, caracterisee en ce que le compose est 
cnoisi parmi les composes suivants : 

StatfJF" * '' aCid8 «^ am '"°-1-^yl-Wpyrazolo[3.4- 0] pynd,ne- 5 - 
H^mino^yrazolorsA^pyridin-l-ylJ-p-D-l-deoxy-ribofuranose 

4-amino-6-methyl-1 -n-pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine 
4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazoloP.^bJpyridine-S-carboxamide, 




Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 4-amino-1-buty!-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-fe]pyridine- 
5 5-carboxylique, 

5-(4-amino-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-1-y^^ 

ester allylique de I'acide 1-allyI-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
10 carboxylique, 

acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazoIotS^-bjpyridine-S-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyl-1H-pyrazolo[3,4- 
15 jb]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-dimethylarnino-1--ethyl-6-methyl-1H-pyrazoIo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

20 ester ethylique de I'acide l-ethyl-e-methyM-propylamino-IH-pyrazolop^- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1»pentyl-1/-/-pyrazoIo[3,4-d]pyridine-5- 
carboxylique, 

25 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyI-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-allylam!de, 

30 

4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3 3 4-6]pyridine-5-isopropyIamide, 

4-amino-1-pentyl-N-n-propyl-1H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxamide^ 

35 ester allylique de I'acide 4-amino-1 -butyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

40 

4- amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-(3-methyl-butyl)-1H--pyrazolo[3,4-jb]pyridine- 

5- carboxylique, 

45 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo<3,4-b>pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide > 
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rarbo^iiqSe 6 ^ ' 4 " amino ' 1 -P ent y'- 1 «-Pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5- 
^amino-l-pentyMH-pyrazoloIS.^Jpyridine-S-bufylamide, 

4-amino^-methyl-1-pentyMH-pyrazolo[3,4-6]pyridlne-5-allylamide, 
Sa r rboSue de '' adde ^ miTO *™*yM-P*ntyM r^y,^lo[3,4*]pyridine. 

4-amino-6-methyl-1-pentyl-1W-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-butylamide, 

ester aByMque > da I'acide 4-amino-6-mefhyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolot3,4-6]pyridine-5-carboxylique, ' 

4-amiiTO-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-cyolopropylarnide, 
ethyl 4-amino-1-pemyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyrtdine-5-hydroxamate, 

4-amino-1-perrt-3-ynyl-Wpyrazolot3,4-o]pyridine-5-propy1arnide, 
4-amino-1-penryl-1H- py ra Z olo[3,4-6]pyridlne-5-cyclopropylmethyl-arnide, 

4-Amlno-1-pe n t-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-S-allylamide(IC1 190,622), 




4-amino-1-pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 
4-amino-1 -pent-3-yny!-1 f/-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 

5 

4- amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-o]pyridine-5-but-2-ynylamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

10 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1H- 
pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxyHque, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
15 o]pyridine-5-carboxylique, 

^-amino-l-pent-S-ynyl-IH-pyrazolotS^-blpyridine-S-cyclopropylmethyl-amide, 

ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
20 b]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, ; . t 

25 4-butylamino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-allylamide, r 

ester 2-cyclopropyl-ethylique de I'acide 4-amino-6-methyI-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

30 ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-3-ynyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

35 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolop^olpyridine-S-benzylamide, 

40 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-phenylamide, 

ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxyIique, 

45 

4-Azido-1-p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 
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2£.amino W azolo[3^^ 



Z^e-methyl-IH^yrazolop.^Jpyridin-^ylaminoJ-ethanol, 
w ^6-™thyl-1H.p y r a2 olo[3,4-6]pyridin-4-yl a mino)-p TO pan-1-ol, 

S*lg***" d6 '' add9 ^-^-W-PV-olop.^pyrtdM-yiammo)- 

B P« y uS Ue de |,aC,de ^^^Py^Cop^Jpyridin^amlno)- 

^ '' aClde 2 -< 6 - me *^ 1 «~'o t 3,4.i,Jpyndin^y lam ino)- 

20 b2So^e! qUe ^ '' aCide 2 -< 6 - meth >' | - 1H -PV-°lof3,4-6]py ri d i n- 4 -y1a min oV 

pe'ntaS?" 6 * raCide ^^-^-P^'op.^pydd^amlno^ 

25 

w - be ^^3-methyM^^ 

h W y1S e ; ylm ^^ 

30 

y^SZ be ^' ideW ^^ 

45 

hyd^nr" 1 " Pheny, " WPy ^° l0t3 ' 4 -*^ 
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/V-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-yl)-A^-(2-nitro-benzy!idene)- 
hydrazine, 

/V-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-y!)-AT-(4-trifluorometh 
5 benzylidene)-hydrazine, 

/V-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3A6]pyridin-4-yl)-A/*-(5-nitro-furan-2- 
ylmethylene)-hydrazine, 

10 A/-(3-methyI-1 -phenyl-1 H-pyrazo!o[3,4-fe]pyridin-4-yl)-A/'-(2-trifIuoromethyl- 
benzylidenej-hydrazine, 

A/-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/'-(6-nitro- 
benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 

15 

Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5 
carboxylique, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-£>]pyridine-5- 
20 (pyridin-4-ylmethy!)-amide, ; <: 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzyIamino)-1 -ethyl-1 /-/-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
(tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

25 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamlno)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-fc]pyridine-5-(5- : 
hydroxy-pentyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-[3-(2- 
oxo-pyrrolidin-1-yl)-propyl]-amlde, 

30 

ester ethylique de I'acide 4-fe/t-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cycIopropylamino-1H- 
35 pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-^lpyridine-5-carboxyIique, 

40 ester ethylique de I'acide 1 -(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylamino-1 H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-(2-chlpro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 

45 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 
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^^^^^^ ^^ ^^ 



6. Utilisation seion la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est un 
actde nuoleique anti-sens capable d'inhiber la transcription do gene de la 
PDE4B ou la traduction du messager correspondant 

) 

7. Utilisation seion I'une quelconque des revendications precedentes, pour la 
preparat,on d'une composition pharmaceutic^ destinee au fraitement des 
degenerescences de la retine. 

8. Utilisation seion rune quelconque des revendications precedentes. pour ,a 
Preparation d'une composition pharmaceutic destinee au traitement de la 
ret,n,»e pigmentaire, de ,a degenerescence macu.aire, du glaucome ou des 
retinopathies. 

9. Utilisation seion Tune quelconque des revendications precedentes. pour la 
preparahon d'une composition phamraceutique destinee a inhiber ou rtduire 

I exctotoxicitS neuronale tors des maladies dSgeneratives oculaires. 

10. Utilisation de Isolate pour ,a preparation d'une composition 
Pharmaceutique destinee au traitement des maladies degenerative* oculaires. 

II Utilisation d'au mains un compose inhibiteur de PDE4 appartenant a ,a 
tan* des pyrazolopyridines, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutrque destinee a augmenter la sunrie neuronale che Z les patients 
atteints de maladies degSneratives oculaires. 

12. Composition pharmaceutique compnenant un compose de la famille des 
pyrazolones e, un excipien, acceptable sur ,e plan pharmaceutic et 
permettant une administration intra-oculaire. 




13. Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce que le compose 
est tel que defini dans les revendications 4 et 5. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Exonhit Therapeutics 

<120> Methodes et compositions pour le traitement de 
pathologies degeneratives oculaires 



<130> B0189FR 



<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 2912 
<212> DNA 
<213> souris 



<220> 
<221> CDS 

<222> (218) . . (2383) 



<4 00> 1 



aaaggcagcc tgataaagct ccttgtgaca ggctgtcttg ccagtctccc agtatgctcc 60 
tcttgctctg aagtgctcca ggattgaaac cacagcttcc caaattagcc tgggaagagt 120 
gtgcggaccc agcagccttt taacccgcgt cagtgccttt gctatgttca agactgctgt 180 
tttggatggt gaatgctage tagcactcca tcgagac atg aca gca aaa aat tct 235 



Met Thr Ala Lys Asn Ser 
1 5 



283 



cca aaa gaa ttt act get teg gaa tct gag gtt tgc ata aag act ttc 
Pro LyS Glu Phe Thr Ala Ser Glu Ser Glu Val Cys He L ys Thr He 
X ° 15 20 

aag gag cag atg cgc ttg gaa ctt gag ctt cca aag eta eea gga aac 331 
L.s Clu Gin Met Arg Leu Glu Leu Glu Leu Pro Lys Leu Pro Ty Z 
25 30 35 

aga cat aca tct ccc aaa att tct cca cgc agt tea cca agg aat tea 
Arg Pro Thr Ser Pro L ys He Ser Pro Arg Ser Ser Pro Ser 



379 



45 50 



1 
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cca tgc ttt ttc aga aag ttg ctg gtg aat aaa age ate cga cag egg 427 
Pro Cys Phe Phe Arg Lys Leu Leu Val Asn Lys Ser He Arg Gin Arg 
55 60 65 70 

cgt cgc ttc acg gtg get cat aca tgc ttt gat gtg gaa aat ggc cct 475 
Arg Arg Phe Thr Val Ala His Thr Cys Phe Asp Val Glu Asn Gly Pro 
75 80 85 



tct cca ggt egg age cca ctg gac cct caa gee ggc tct teg teg gga 
Ser Pro Gly Arg Ser Pro Leu Asp Pro Gin Ala Gly Ser Ser Ser Gly 
90 95 ioo 



eta gac cag eta gag acc ate cag ace tac cgc tct gtc age gag atg 
Leu Asp Gin Leu Glu Thr He Gin Thr Tyr Arg Ser Val Ser Glu Met 
215 220 225 . 230 



523 



ctg gta ctt cat gee gee ttt cct ggg cac age cag cgc agg gag teg 571 
Leu Val Leu His Ala Ala Phe Pro Gly His Ser Gin Arg Arg Glu Ser 
105 HO 115 

ttc etc tac gat ctt gac age gac tat gac ttg tea cca aaa gcg atg 619 
Phe Leu Tyr Asp Leu Asp Ser Asp Tyr Asp Leu Ser Pro Lys Ala Met 
120 125 130 

tec agg aac tea tea ctt ccc agt gag caa cac ggc gat gac ctg att 667 
Ser Arg Asn Ser Ser Leu Pro Ser Glu Gin His Gly Asp Asp Leu He 
135 140 145 150 

gtc act cct ttt gee cag gtt ctt gee age ttg cga agt gta aga aac 715 
Val Thr Pro Phe Ala Gin Val Leu Ala Ser Leu Arg Ser Val Arg Asn 
I 55 160 165 

aac ttc acc ctg ctg acg aac ctt cat gga gcg ccg aac aag agg tea 763 
Asn Phe Thr Leu Leu Thr Asn Leu His Gly Ala Pro Asn Lys Arg Ser 
I 70 175 180 

cca gcg get agt cag get cca gtc tec aga gtc age ctg caa gag gaa 811 
Pro Ala Ala Ser Gin Ala Pro Val Ser Arg Val Ser Leu Gin Glu Glu 
185 190 195 

tea tat cag aaa eta gca atg gag acg ctg gag gaa eta gac tgg tgc 859 
Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu Glu Glu Leu Asp Trp Cys 
200 205 210 



907 



get tea aac aag ttc aaa agg atg ctg aac egg gag ctg aca cac etc 955 
Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn Arg Glu Leu Thr His Leu 
235 240 245 



2 
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tea gag atg age aga tea ggg aac cag gtg tct gag tac att tea aac 
Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly Asn Gin Val Ser Glu Tyr He Ser Asn 
250 255 260 

acg ttc tta gac aag cag aac gat gtg gaa ate cca tct ccc acg cag 
Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn Asp Val Glu He Pro Ser Pro Thr Gin 
265. .. . 220.. .... 205. 



1003 



1051 



aag gac agg gag aag aag aag aag cag cag etc atg acc cag ata agt 1099 
Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gin Gin Leu Met Thr Gin lie Ser 
280 285 290 

gga gtg aag aaa ctg atg cac age tea age ctg aac aac aca age ate 1147 
Gly Val Lys Lys Leu Met His Ser Ser Ser Leu Asn Asn Thr Ser He 
295 300 305 310 

tea cgc ttc ggg ate aac acg gaa aat gag gat cat eta gee aag gag 1195 
Ser Arg Phe Gly He Asn Thr Glu Asn Glu Asp His Leu Ala Lys Glu 
315 320 325 

ctg gaa gac ctg aac aaa tgg ggc ctt aac ate ttc aat gtg get ggg 1243 
Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp Gly Leu Asn He Phe Asn Val Ala Gly 
330 335 340 

tac tea cat aat egg ccc ctt acg tgc ate atg tat gca ata ttc cag 1291 
Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys He Met Tyr Ala He Phe Gin 
345 350 355 

gaa aga gac ctt ctg aag acg ttt aaa ate tea tct gac acc ttt gta 1339 
Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr Phe Lys He Ser Ser Asp Thr Phe Val 
360 365 370 

acc tac atg atg act tta gaa gac cat tac cat tct gat gtg gca tat 1387 
Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu Asp His Tyr His Ser Asp Val Ala Tyr 
375 380 385 390 

cac aac age ctg cat get get gac gtg gee cag tea act cac gtt etc 1435 
Hrs Asn Ser Leu His Ala Ala Asp Val Ala Gin Ser Thr His Val Leu 
395 400 405 

ctt tct acg ccg gca ctg gat get gtc ttc aca gac ctg gaa ate ctg 1483 
Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp Ala Val Phe Thr Asp Leu Glu He Leu 
410 415 420 



get gee att ttt gca get gee ate cat gat gtc gat cat cct gga gtc 
Ala Ala He Phe Ala Ala Ala He His Asp Val Asp His Pro Gly Val 
425 430 435 



1531 



3 



tec aat cag ttt etc ate aat aca aat tct gaa ctt get ttg atg tat 1579 
Ser Asn Gin Phe Leu lie Asn Thr Asn Ser Glu Leu Ala Leu Met Tyr 
440 445 450 

aat gat gaa tct gtt ctg gaa aac cat cac ctt get gtg gga ttc aaa 1627 
Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His Leu Ala Val Gly Phe Lys 
455 460 465 470 

ttg eta caa gag gaa cac tgc gac ate ttt cag aat ctt ace aag aag 1675 
Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp lie Phe Gin Asn Leu Thr Lys Lys 
475 480 485 

caa cgc cag aca etc agg aaa atg gtg att gac atg gtg ttg gca act 1723 
Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys Met Val lie Asp Met Val Leu Ala Thr 
490 495 500 

gat atg tec aaa cac atg age etc ctg gca gac ctt aaa aca atg gta 1771 
Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala Asp Leu Lys Thr Met Val 
505 510 515 

gaa acc aag aag gtg aca age tec ggt gtt etc etc ctg gac aac tat 1819 
Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val Leu Leu Leu Asp Asn Tyr 
520 525 530 

act gac egg at a cag gtt ctt cgc aac atg gta cac tgt gca gac ctg 18 67 
Thr Asp Arg lie Gin Val Leu Arg Asn Met Val His Cys Ala Asp Leu 
535 540 545 550 

age aac ccc acc aag tec ttg gaa ttg tat egg caa, tgg acc gat cgt 1915 
Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr Arg Gin Trp Thr Asp Arg 
555 560 565 

ate atg gag gag ttt ttc cag cag gga gac aaa gaa egg gag agg gga 1963 
lie Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp Lys Glu Arg Glu Arg Gly 
570 575 580 

atg gag att age cca atg tgt gat aag cac aca get tct gtg gaa aaa 2011 
Met Glu lie Ser Pro Met Cys Asp Lys His Thr Ala Ser Val Glu Lys 
585 590 595 

tec cag gtt ggt ttc att gac tac att gtc cat cca ctg tgg gag acc 2059 
Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val His Pro Leu Trp Glu Thr 
600 605 610 

tgg gca gac ctg gtt caa ccg gat get caa gat att ctg gat aca eta 2107 
Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin Asp He Leu Asp Thr Leu 
615 620 625 630 
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gaa gat aac agg aac tgg tac cag agt atg ata ccc cag age cct tec 2155 
Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met He Pro Gin Ser Pro Ser 
635 640 645 

ccg cca ctg gat gag agg age agg gac tgc caa ggc ctg atg gag aag 2203 
Pro Pro Leu Asp Glu Arg Ser Arg Asp Cys Gin Gly Leu Met Glu Lys 
650 655. 6.60 .... 



ttt cag ttt gaa ctg acc ctt gag gaa gag gat tct gag gga ccg gaa 2251 
Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Glu Glu Glu Asp Ser Glu Gly Pro Glu 
665 670 675 

aag gag gga gaa ggc cac age tat ttc age age aca aag acg ctt tgt 2299 
Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser Ser Thr Lys Thr Leu Cys 
680 685 690 

gtg att gat cca gag aac agg gat tct ctg gaa gag act gac ata gac 2347 
Val He Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu Glu Glu Thr Asp He Asp 
695 700 705 710 



att gca aca gaa gac aag tct ccg ate gac aca taa tctctctccc 
He Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro He Asp Thr 
715 720 



2393 



tctgtgtgga gatgaacatt ccacccttga ctgagcatgc ccgctgagtg gtagggtcac 2453 
ctaccatggc caaggcctgc acaggacaaa ggccacctgg cctttccagt tacttgagtt 2513 
tggagecaga atgccaggcc gtgaagcaaa tagcagttcc atgctgtctt gccttgcctg 2573 
caagcttggc ggagacccgc agctgtatgt ggtagtagag gccagttccc atcaaagcta 2633 
aaatggcttg aaaacagagg acacaaagct gagagattgc tetgeactag gtgttgggaa 2693 
gctgtcctga cagatgactg aactcactaa caacttcatc tataaatctc accacccaac 2753 
ccattgtctg ccaacctgtg tgcctttttt tgtaaaatgt tttcgegtet ttgaaatgee 2813 
tgttgaatat ctagagttta gtaccaactt ctacaaactt ttttgagtct ttcttgaaaa 2873 
acaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 2912 



<210> 2 
<211> 721 
<212> PRT 
<213> souris 
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<400> 2 

Met Thr Ala Lys Asn Ser Pro Lys Glu Phe Thr Ala Ser Glu Ser Glu 

1 5 10 15 

Val Cys lie Lys Thr Phe Lys Glu Gin Met Arg Leu Glu Leu Glu Leu 

20 25 30 

Pro Lys Leu Pro Gly Asn Arg Pro Thr Ser Pro Lys He Ser Pro Arg 

35 40 45 

Ser Ser Pro Arg Asn Ser Pro Cys Phe Phe Arg Lys Leu Leu Val Asn 

50 55 60 

Lys Ser He Arg Gin Arg Arg Arg Phe Thr Val Ala His Thr Cys Phe 
65 70 75 80 

Asp Val Glu Asn Gly Pro Ser Pro Gly Arg Ser Pro Leu Asp Pro Gin 

85 90 95 

Ala Gly Ser Ser Ser Gly Leu Val Leu His Ala Ala Phe Pro Gly His 

100 105 HO 

Ser Gin Arg Arg Glu Ser Phe Leu Tyr Asp Leu Asp Ser Asp Tyr Asp 

115 120 125 

Leu Ser Pro Lys Ala Met Ser Arg Asn Ser Ser Leu Pro Ser Glu Gin 
130 135 140 

His Gly Asp Asp Leu He Val Thr Pro Phe Ala Gin Val Leu Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Arg Ser Val Arg Asn Asn Phe Thr Leu Leu Thr Asn Leu His Gly 

165 170 175 

Ala Pro Asn Lys Arg Ser Pro Ala Ala Ser Gin Ala Pro Val Ser Arg 

180 185 190 

Val Ser Leu Gin Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu 

195 200 205 

Glu Glu Leu Asp Trp Cys Leu Asp Gin Leu Glu Thr He Gin Thr Tyr 

210 215 220 

Arg Ser Val Ser Glu Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn 
225 230 235 240 

Arg Glu Leu Thr His Leu Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly Asn Gin Val 

245 250 255 

Ser Glu Tyr He Ser Asn Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn Asp Val Glu 

260 265 270 

He Pro Ser Pro Thr Gin Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gin Gin 

275 280 285 

Leu Met Thr Gin He Ser Gly Val Lys Lys Leu Met His Ser Ser Ser 

290 295 300 

Leu Asn Asn Thr Ser He Ser Arg Phe Gly He Asn Thr Glu Asn Glu 
305 310 315 320 

Asp His Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp Gly Leu Asn 

325 330 335 

He Phe Asn Val Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys He 

340 345 350 • 

Met Tyr Ala He Phe Gin Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr Phe Lys He 
355 360 365 

Ser Ser Asp Thr Phe Val Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu Asp His Tyr " 
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. 370 375 380 

Hxs Ser Asp Val Ala Tyr His Asn Ser Leu His Ala Ala Asp Val Ala 
385 390 395 400 

Gin Ser Thr His Val Leu Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp Ala Val Phe 



405 41Q 



415 



Thr Asp Leu Glu lie Leu Ala Ala He Phe Ala Ala Ala He His Asp 



420 425 



-430. 



Val Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu ile^Asn Thr Asn Ser 

435 440 445 

Glu Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His 

450 455 4 60 

Leu Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp He Phe 

470 4 75 
Gin Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys Met Val u! 

485 490 4 95 

Asp Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala 

500 505 S10 

Asp Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val 



520 



525 



Leu Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg He Gin Val Leu Arg Asn Met 

530 535 5 4 0 

Val His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr 

550 555 560 

Arg Gin Trp Thr Asp Arg He Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp 

565 570 575 

Lys Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu He Ser Pro Met Cys Asp Lys His 

580 585 590 

Thr Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val 



595 600 605 



His Pro Leu Trp Glu Thr Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin 

610 615 620 

Asp He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met 

630 635 
He Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Arg Ser Arg Asp Cys 

645 650 655 

Gin Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Glu Glu Glu 

660 665 670 

Asp Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser 



675 680 



685 



Ser Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu 

690 695 700 

Glu Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro He Asp 

Thr 



<210> 3 
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<211> 4068 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (766) . . (2460) 

<223> PDE4B 

<400> 3 

gaattcctcc tctcttcacc ccgttagctg ttttcaatgt aatgctgccg tccttctctt 60 

gcactgcctt ctgcgctaac acctccattc ctgtttataa ccgtgtattf attacttaat 120 

gtatataatg taatgttttg taagttatta atttatatat ctaacattgc ctgccaatgg 180 

tggtgttaaa tttgtgtaga aaactctgcc taagagttac gactttttct tgtaatgttt 240 

tgtattgtgt attatataac ccaaacgtca cttagtagag acatatggcc cccttggcag 300 

agaggacagg ggtgggcttt tgttcaaagg gtctgccctt tccctgcctg agttgctact 360 

tctgcacaac ccctttatga accagttttc acccgaattt tgactgtttc atttagaaga 420 

aaagcaaaat gagaaaaagc tttcctcatt tctccttgag atggcaaagc actcagaaat 480 

gacatcacat accctaaaga accctgggat gactaaggca gagagagtct gagaaaactc 540 

tttggtgctt ctgcctttag ttttaggaca catttatgca gatgagctta taagagaccg 600 ' 

ttccctccgc cttcttcctc agaggaagtt tcttggtaga tcaccgacac ctcatccagg 660 

cggggggttg gggggaaact tggcaccagc catcccaggc agagcaccac tgtgatttgt 720 

tctcctggtg gagagagctg gaaggaagga gccagcgtgc aaata atg aag gag cac 777 

Met Lys Glu His 
1 

ggg ggc acc ttc agt age acc gga ate age ggt ggt age ggt gac tct 825 
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Thr Gly He Ser Gly Gly Ser Gly Asp Ser 
5 10 15 20 

get atg gac age ctg cag ccg etc cag cct aac tac atg cct gtg tgt 873 
Ala Met Asp Ser Leu Gin Pro Leu Gin Pro Asn Tyr Met Pro Val Cys 
25 30 35 

ttg ttt gca gaa gaa tct tat caa aaa tta gca atg gaa acg ctg gag 921 
Leu Phe Ala Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu Glu 
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40 



45 



9a, tt. ,.c tgg tgt tta gac cag eta g, g act at, c, ac= tac ogg 
Glu Leu as p Irp Cys ^ ^ Gln ^ tac egg 



50 . 

969 



60 65 



_tct gtc agt aag atg gct_tct _aac aag ttc aaa aa a - 

Ser Val Ser Glu Met Ala Je7 ^ a g a -a.tg« & t g _aac-egg Mi7 . 

Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn Arg 



75 80 



5 = = = 2 2 ss 2 = - = z z z « :;: 



100 



gaa tac att tea aat act ttc t-t-= 

Glu Tyr He Ser Asn T ^ T ! 9 "* 9at gt * gag atc 

105 U P ASP Val Glu Ile 



110 115 



Pro Ser To HI Z r T C a " aag aaa a ** «« cag etc 

Pro Thr Gln Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gln Gln Leu 

= 2 S 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 S = = 



140 



145 



aac aat aca age atc tea can t-t-t- 

**» j- - s „ Ile s « - - - - « = - = - 



155 160 



cac ctg gec aag gag ctg gaa gac ctg aac aaa tgg ggt ctt aac atc 
£ Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys £ £ y £ £ £ 



1065 



1113 



1161 



1209 



1257 



1305 



175 180 



lit t:i m m iz r r aga ccc cta aca ^ *** 

Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys He Met 

185 "0 195 

Zl Ma Tit HI Z T ^ aCa " C a * a «*« tea 

Tyr Ala He Phe Gln Glu Arg As P Leu Leu Lys Thr Phe Arg He Ser 

205 210 

2 Z Z lit T r "° atg " 9 act £ta •» «- «' -t 

asp Thr Ph. He Thr Tyr „.t Met Thr Leu Glu Ssp H is Tyr His 

220 225 

= 2 2 2 2 2 2 = 2 = ~ - « - - s 



1353 



1401 



1449 



1497 
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230 .235 240 

teg acc cat gtt etc ctt tct aca cca gca tta gac get gtc ttc aca 1545 
Ser Thr His Val Leu Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp Ala Val Phe Thr 
245 250 255 260 

gat ttg gag ate ctg get gec att ttt gca get gec ate cat gac gtt 1593 
Asp Leu Glu lie Leu Ala Ala He Phe Ala Ala Ala He His Asp Val 
265 270 275 

gat cat cct gga gtc tec aat cag ttt etc ate aac aca aat tea gaa 1641 
Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu He Asn Thr Asn Ser Glu 
280 285 • 290 

ctt get ttg atg tat aat gat gaa tct gtg ttg gaa aat cat cac ctt 168 9 
Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His Leu 
295 300 305 

get gtg ggt ttc aaa ctg ctg caa gaa gaa cac tgt gac ate ttc atg 1737 
Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp He Phe Met 
310 315 320 

aat etc acc aag aag cag cgt cag aca etc agg aag atg gtt att gac 1785 
Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys Met Val He Asp 
325 330 335 340 



atg gtg tta gca act gat atg tct aaa cat atg age ctg ctg gca gac 
Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala Asp 
345 350 > 355 

ctg aag aca atg gta gaa acg aag aaa gtt aca agt tea ggc gtt ctt 
Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val Leu 
360 365 370 

etc eta gac aac tat acc gat cgc att cag gtc ctt cgc aac atg gta 
Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg He Gin Val Leu Arg Asn Met Val 
375 380 385 



1833 



1881 



1929 



cac tgt gca gac ctg age aac ccc acc aag tec ttg gaa ttg tat egg 1977 
His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr Arg 
390 395 400 

caa tgg aca gac cgc ate atg gag gaa ttt ttc cag cag gga gac aaa 2025 
Gin Trp Thr Asp Arg He Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp Lys 
405 410 415 420 

gag egg gag agg gga atg gaa att age cca atg tgt gat aaa cac aca 207 3 
Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu He Ser Pro Met Cys Asp Lys His Thr 
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425 430 



435 



get tct gtg gaa aaa tec cag gtt ggt ttc ate gac tac att gtc cat 2121 
Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val His 

4 50 



440 445 



-5Sa-ttSLtSH.jjag.ac, tgg.gca_s.aj:. .tis_g.ta_cag.cct. gat_.gat_cag_gac 216-9- 

Pro Leu Trp Glu Thr Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin Asp 
455 460 465 



att etc gat acc tta gaa gat aae agg aac tgg tat cag age atg ata 
He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met He 
470 475 4 80 



cct caa agt ece tea eea eca ctg gac gag cag aac agg gac tge cag 
Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Gin Asn Arg Asp Cys Gin 
485 490 495 soo 



2217 



2265 



ggt ctg atg gag aag ttt cag ttt gaa ctg act etc gat gag gaa gat 2313 
Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Asp Glu Glu Asp 

515 



505 510 



tct gaa gga cct gag aag gag gga gag gga cae age tat ttc age age 2361 
Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser Ser 
520 525 53 0 



aca 



aag acg ctt tgt gtg att gat cca gaa aac aga gat tec ctg gga 
Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu Gly 
535 540 545 



2409 



gag act gac ata gac att gea aca gaa gac aag tec ccc gtg gat aca 2457 
Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro Val Asp Thr 
550 555 560 

taa tccccctctc cctgtggaga tgaacattct atccttgatg ageatgecag 2510 
565 

ctatgtggta gggccagccc accatggggg ecaagacctg cacaggaeaa gggceacetg 2570 
gectttcagt taettgagtt tggagtcaga aagcaagaee aggaagcaaa tagcagetea 2630 
ggaaatccea eggttgaett gecttgatgg eaagettggt ggagagggct gaagctgttg 2690 
ctgggggccg attctgatca agacacatgg cttgaaaatg gaagacacaa aactgagaga 2750 
teattctgea etaagtttcg ggaacttatc ccegacagtg aetgaaetca ctgactaata 2810 
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acttcattta tgaatcttct cacttgtccc tttgtctgcc aacctgtgtg ccttttttgt 2870 
aaaacatttt catgtcttta aaatgcctgt tgaatacctg gagtttagta tcaacttcta 2930 
cacagataag ctttcaaagt tgacaaactt ttttgactct ttctggaaaa gggaaagaaa 2990 
atagtcttcc ttctttcttg ggcaatatcc ttcactttac tacagttact tttgcaaaca 3050 
gacagaaagg atacacttct aaccacattt tacttccttc ccctgttgtc cagtccaact 3110 
ccacagtcac tcttaaaact tctctctgtt tgcctgcctc caacagtact tttaactttt 3170 
tgctgtaaac agaataaaat tgaacaaatt agggggtaga aaggagcagt ggtgtcgttc 3230 
accgtgagag tctgcataga actcagcagt gtgccctgct gtgtcttgga ccctgccccc 3290 
cacaggagtt gctacagtcc ctggccctgc ttcccatcct cctctcttca ccccgttagc 3350 
tgttttcaat gtaatgctgc cgtccttctc ttgcactgcc ttctgcgcta acacctccat 3410 
tcctgtttat aaccgtgtat ttattactta atgtatataa tgtaatgttt tgtaagttat 3470" 
taatttatat atctaacatt gcctgccaat ggtggtgtta aatttgtgta gaaaactctg 3530 
cctaagagtt acgacttttt cttgtaatgt tttgtattgt gtat.tatata acccaaacgt 3590\ 
cacttagtag agacatatgg cccccttggc agagaggaca ggggtgggct tttgttcaaa 3650' 
gggtctgccc tttccctgcc tgagttgcta cttctgcaca acccctttat gaaccagttt 3710* 
tggaaacaat attctcacat tagatactaa atggtttata ctgagtcttt tacttttgta 3770 
tagcttgata ggggcagggg caatgggatg tagtttttac ccaggttcta tccaaatcta 3830 
tgtgggcatg agttgggtta taactggatc ctactatcat tgtggctttg gttcaaaagg 38 90 
aaacactaca tttgctcaca gatgattctt ctgattcttc tgaatgctcc cgaactactg 3950 
actttgaaga ggtagcctcc tgcctgccat taagcaggaa tgtcatgttc cagttcatta 4010 
caaaagaaaa caataaaaca atgtgaattt ttataataaa aaaaaaaaaa aggaattc 4 068 

<210> 4 
<211> 564 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<400> 4 

Met Lys Glu His Gly Gly Thr Phe Ser Ser Thr Gly He Ser Gly Gly 



1 5 10 



15 



Ser Gly Asp Ser Ala Met Asp Ser Leu Gin Pro Leu Gin Pro Asn Tyr 

20 25 3 0 
Met Pro Val Cys Leu Phe Ala Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met 
.-_ 35 £ 0 ^ ^ 

Glu Thr Leu Glu Glu Leu Asp Trp Cys Leu Asp Gin" Leu' Glu Thr He 



50 



55 



Gin Thr Tyr Arg Ser Val Ser Glu Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg 

70 75 go 

Met Leu Asn Arg Glu Leu Thr His Leu Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly 

85 30 95 

Asn Gin Val Ser Glu Tyr He Ser Asn Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn 



110 



Asp Val Glu lie Pro Ser Pro Thr Gin Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys 



115 120 



125 



Lys Gin Gin Leu Met Thr Gin He Ser Gly Val Lys Lys Leu Met His 



135 



14 0 



Ser Ser Ser Leu Asn Asn Thr Ser He Ser Arg Phe Gly Val Asn Thr 

150 160 
Glu Asn Glu Asp His Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp 

165 170 175 

Gly Leu Asn He Phe Asn Val Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu 



180 185 



190 



Thr Cys He Met Tyr Ala He Phe Gin Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr 



195 200 



205 



Phe Arg He Ser Ser Asp Thr Phe He Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu 

210 215 220 

Asp His Tyr His Ser Asp Val Ala Tyr His Asn Ser Leu His Ala Ala 

! 230 235 240 

Asp Val Ala Gin Ser Thr His Val Leu Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp 



245 250 



Ala Val Phe Thr Asp Leu Glu He Leu Ala Ala He Phe Ala III Ala 



260 265 



T , .,. 270 
He Hxs Asp Val Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu He Asn 

, 275 280 285 

Thr Asn Ser Glu Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu 

290 295 300 

Asn His His Leu Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys 

310 315 320 

Asp He Phe Met Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys 



325 



330 



335 



Met Val He Asp Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser 



340 



345 



350 



Leu Leu Ala Asp Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser 

355 360 365 

Ser Gly Val Leu Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg He Gin Val Leu 
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370 
Arg Asn 
385 

Glu Leu 

Gin Gly 

Asp Lys 

Tyr lie 
450 
Asp Ala 
4 65 

Gin Ser 

Arg Asp 

Asp Glu 

Tyr Phe 
530 
Asp Ser 
545 

Pro Val 



Met Val 

Tyr Arg 

Asp Lys 
420 
His Thr 
435 

Val His 

Gin Asp 

Met lie 

Cys Gin 
500 
Glu Asp 
515 

Ser Ser 
Leu Gly 
Asp Thr 



.375 380 
His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu 
390 395 400 

Gin Trp Thr Asp Arg He Met Glu Glu Phe Phe Gin 
405 410 415 

Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu He Ser Pro Met Cys 

425 430 
Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe He Asp 

440 445 
Pro Leu Trp Glu Thr Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro 

455 460 
He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr 
470 ' 475 480 

Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Gin Asn 
485 490 495 

Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu 

505 510 
Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser 

520 525 
Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg 

535 540 
Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser 
550 555 560 



<210> 5 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
. <220> 

<223> Description de la sequence artificielle; amorce 
<400> 5 

gccaggccgt gaagcaaata 



<210> 6 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 6 
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tcaaagacgc gaaaacat 

<210> 7 
<211> 21 
<212> DNA 

- -^Aj^.Sequ ence ar tificial l.a _ 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: 
<400> 7 

ccgcgtcagt gcctttgcta t 



<210> 8 
<211> 23 

<212> DNA \ 
<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
<400> 8 

cgctgtcgga tgcttttatt cac 



<210> 9 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle; amorce 
<400> 9 

tcgctttctg gagggtgtc 

<210> 10 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de l a sequence artificielle: amorce 
<400> 10 
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ccgcaggggc agcagtgg 



regue le 02/04/03 
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